





















































により直接酸化はされないが, Ahpl及びその再還元系(Trx2, Trrl, NADPHを含む)を共存させると,
fBOOHによってジスルフイド結合を介した多量体を形成するようになることが明らかになった｡この
cadlのジスルフイド結合の形成は, JBOOH処理した細胞内においてもAhplが存在するときにのみ認め
られた｡また, HSP82が酵母に酸化ストレスを付加した際にCadl依存的に誘導されることが報告され
ているが,本研究により, tBOOHによるIISP82の誘導にAhplが必要なことも判明したoこれらの結果
から伯00HによるCadlの転写活性化にAhplが関与していると考えられる｡さらにCadlの欠損が酵
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母のtBOOH感受性に与える影響を検討したところ, CADlの単独欠損株はtBOOHに対して高感受性を
示さなかったが, YAPlとCADlの2重欠損酵母はrAPlの単独欠損株と比較して高いtBOOH感受性を
示し, Cadlが/BOOHに対して防御的に働く遺伝子の発現を誘導することで細胞を保護している可能性
が示された｡なお, CADJの単独欠損が高感受性を示さなかったことから, CADlが欠損するとYaplが
代償的に活性化する可能性も考えられる｡
これらの結果により,細胞内で生成される毒性の高い過酸化脂質等の有機過酸化物をAhplが感知し,
標的分子であるCadlにそのシグナルを伝達することによって酸化ストレス防御遺伝子群の転写を誘導
して,過酸化脂質から細胞するという機構の存在が示唆された｡
_ヒトp･中5による8昭1複合体のレドックス制御
ほ乳動物細胞にAhplホモログであるPrdx5-HAを高発現させると過酸化水素に対する抵抗性が上昇
する一方で, Prdx5の151番目のシステインをスレオニンに変換したprdx5C151T-HAを高発現させた
細胞の過酸化水素感受性は逆にPrdx5を導入していないコントロールに比べて増大した｡この結果は,
prdx5C151Tが抗アポトーシスに働く蛋白質と結合して,その活性を抑制することにより感受性が増大す
る可能性を示唆している｡また, prdx5は過酸化水素に応答して多数の蛋白質とジスルフイド結合を介
した複合体を形成し, Pr血5C151Tはこれら蛋白質とより強固にジスルフイド複合体を形成することが判
明した｡これら事実はPrdx5にもジスルフイド交換反応を介して活性を制御する標的分子が存在する可
能性を示唆している｡
この標的分子を酵母の場合と同様の方法で検索した結果, Baglを同定することに成功した｡ Baglは
がん細胞において高発現が多数報告されており,がん細胞が示す抗アポトーシス活性やがんの発達や進
展-の関与が指摘されている｡しかし, Baglのもつ抗アポトーシス活性の制御機構には不明な点が多いo
そこで本研究ではまず, Baglの過酸化水素による酸化の可能性を検討したところ, Baglのいくつかの
システインが過酸化水素により酸化されることが判明した｡次に, Baglと結合することが報告されてい
るGADD34に着目し,過酸化水素処理がBaglとGADD34の結合及びGADD34の機能に与える影響を
検討した｡その結果,過酸化水素は両者の結合を増強させ, Pr血5を高発現させた細胞でも同様の現象
が認められた｡しかし, Pr血5C151Tを高発現させた細胞ではHA-Baglに結合しているGADD34の量は
過酸化水素処理による上昇をほとんど示さなかった｡ GADD34はプロテインフオスフアタ-ゼpplと結
合しその活性を冗進させるが, BaglはGADD34と結合することでPPlの活性を抑制することが報告さ
れている｡そこでPPlの代表的な基質であるeIF2αのリン酸化レベルにPrdx5及びpr血5C151Tの高発
現が与える影響を検討した｡ eIF2｡は酸化ストレスをはじめ様々なストレスによりリン酸化されること
で構成的な蛋白質合成を抑制する一方で,抗酸化酵素などの発現誘導に関わる転写因子∬F4などの合
成を特異的に誘導して細胞にストレス耐性を与える｡過酸化水素処理後のによるeIF2αリン酸化レベル
はPr血5高発現により,増加したが, Pr血5C151Tの高発現はほとんど影響を与えなかった｡ ArF4の細
胞内レベルもPrdx5の高発現により上昇したが, pr血5C151Tの高発現はほとんど影響を与えなかった｡
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酸化ストレスによるeIF2aのリン酸化レベル冗進の詳細な機構はほとんど明らかになっていないが,
過酸化水素処理によるeIF2aのリン酸化にER stressを感知するPERKと呼ばれるキナ-ゼが必須である
ことが報告されている｡そこで, eIF2aのリン酸化が認められる過酸化水素処理条件下でのPERKの活
性化を検討したがpERKの活性化は確認されず,過酸化水素がpERKを活性化させずにPPlの脱リン酸
化活性を抑制させる可能性が示唆された｡
以上の結果より,酸化ストレスに応答してPr血5が素早く酸化されると共に, Baglを酸化させて,
BaglとGADD34との結合を冗進させる可能性が示された｡ Baglとの結合が冗進するとppl-GADD34
の脱リン酸化活性が抑制され, eIF2αのリン酸化レベルが克進すると考えられる｡また, eIF2αのリン酸
化レベルの克進は転写因子ATF4の翻訳誘導を引き起こし,その結果として,酸化ストレスから細胞を
保護するような遺伝子の発現が促進されることで細胞に酸化ストレス耐性を与えると考えられる｡
本研究によって,酵母のAhplなどPm活性を持つファミリー分子の多くが細胞内でROSセンサー
(またはROSレセプター)として機能することが示唆され,さらにほ乳動物細胞のAhplホモログであ
るP血5も同様な機能を有する可能性が示された(下記の図)｡よってPmは酵母だけでなく生物種を超
えて普遍的にROSのレセプターとして機能する可能性が考えられる｡酸化ストレスの発生機構や過酸化
物が示す多くの生理活性が,近年多数報告されてきているが,どのように酸化ストレスがシグナルとし
て特定の蛋白質に伝達され,細胞機能を制御しているかはほとんど明らかになっていないが, pⅨを介
したシグナル伝達機構を解析することで酸化ストレス応答の全体像が明らかにされるものと期待される｡
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審査結果の要　旨
近年,出芽酵母のベルオキシレドキシン(Prx)であるTsalやGpx3がreactive oxygenspecies (ROS)の
一種である過酸化水素に対するセンサーとして機能し,酸化ストレス応答において中心的な機能を担う
転写因子Yaplにそのシグナルを伝達することが明らかにされている｡この事実は, Gpx3やTsal以外の
酵母Prxファミリー分子やほ乳動物のPrx分子種も同様の機能を持っている可能性を示唆している｡本
研究は, Tsal及びGpx3以外のPrxファミリー分子種としてAhplに着目して,そのROSセンサーとし
ての役割を検討したものである｡
まず本研究では, Ahplが過酸化物に対して示す防御作用を検討し, Ahplが特に脂質過酸化物に対す
る防御に重要な役割を果たすことを見出した｡またAhplは, Gpx3やTsalとは異なり, Yaplの活性化
に関与しないことも明らかにしたoそこでAhpl分子中のシステイン残基と相互作用する蛋白質をtwo
hybrid法により検索したところ,分子内に複数のシステイン残基を持つ転写因子Cadlが同定された｡精
製したcadlを用いた試験管反応により, CadlはtBOOHによる直接酸化を受けないが, Ahpl及びその
再還元系が共存するとJBOOHによって酸化されジスルフイド結合を介した多量体を形成することが明
らかとなった｡また,酵母に酸化ストレスを負荷した際にHSP82がCadl依存的に誘導されることが報
告されているが,本研究により, tBOOHによるHSP82の誘導にはAhplが必須であり, tBOOHによる
cadlの転写活性化にAhplが深く関与していることが示された｡
ほ乳動物細胞にAhplホモログであるPr血5を高発現させた場合には,同細胞の過酸化水素に対する
抵抗性の上昇が認められた｡ pr血5と相互作用する分子を検索したところ抗アポトーシス活性を有する
Baglが同定され,このBaglのいくつかのシステインが過軟化水素により酸化されることも確認された｡
さらに本研究によって,Prdx5は酸化ストレスに応答して自身が素早く酸化されると共にBaglを酸化させ,
最終的に転写因子ATF4の翻訳誘導を引き起こすことによって,酸化ストレスから細胞を保護するよう
な遺伝子の発現を促進することで細胞に酸化ストレス耐性を与えることが示唆された｡
本研究は, AhplなどPrx活性を持つファミリー分子の多くが酵母のみならず輔乳類細胞内でもROS
センサーとして機能することを初めて示すと共に,細胞が有する酸化ストレス応答機構の解明に極めて
重要な知見を提供するものである｡よって,本論文は博士(薬学)の学位論文として合格と認める｡
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